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Avaliacao Ecocardiografica Evolutiva do Infarto do Miocardio em
Ratos Jovens e Adultos

Echocardiographic Assessment of Myocardial Infarction Evolution in Young and Adult Rats
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Resumo
Fundamento: A regeneracao dos cardiomidcitos apés o infarto do miocardio (IM) é mais evidente em animais jovens;
entretanto, nao se sabe se é acompanhada de melhora funcional.

Objetivo: Realizar a andlise funcional pela ecocardiografia (eco) de ratos jovens e adultos submetidos a IM.

Métodos: Setenta e dois animais foram incluidos no estudo: 35 ratos jovens (grupo J) com 28 dias, e 37 ratos adultos
(grupo A) com 153 dias. Os ratos foram subdivididos em dois subgrupos: infartado (JI e Al) e controle (JC e AC). Os
animais foram avaliados por meio de ecocardiograma no 72 e 302 dias de pés-operatdrio para andlise da fracao de
ejecao (FE) e dos volumes sistdlico (VSF) e diastélico (VDF) finais do ventriculo esquerdo. Foram incluidos no grupo de
estudo somente animais com FE menor que 40%.

Resultados: Na comparacao dos VDF e VSF entre infartados e controles, observou-se aumento significativo nos animais
adultos infartados nas duas fases analisadas. Nos animais jovens, apenas o VSF, no 72 dia, foi significativamente maior.
Na evolucao intragrupo, observou-se aumento do VDF e do VSF nos dois subgrupos jovens, proporcional ao crescimento,
e somente aumento do VDF no grupo adulto infartado. Houve melhora da FE nos ratos jovens, enquanto nos ratos
adultos a FE permaneceu diminuida em relagao aos controles.

Conclusao: Os ratos jovens infartados apresentaram melhora da funcao sistélica e dos volumes ventriculares apé6s 30
dias do infarto, enquanto nos ratos adultos houve aumento do VDF sem melhora da funcao sistélica. (Arq Bras Cardiol
2008; 91(5) : 321-326)

Palavras-chave: Ecocardiografia, infarto do miocardio, evolucao clinica, ratos.

Summary
Background: The regeneration of cardiomyocytes after a myocardial infarction (MI) is more evident in young animals; however, it is not known
whether it is associated with functional improvement.

Objective: To perform the functional analysis by echocardiography (echo) of young adult rats submitted to MI.

Methods: Seventy-two animals were included in the study: 35 young rats (group Y) that were 28 days old and 37 adult rats (group A) that
were 153 days old. The rats were subdivided in two subgroups: infarcted (Yl and Al) and control (YC and AC). The animals were assessed by
echocardiogram on the 7thand 30th postoperative days for the analysis of the ejection fraction (EF) and the final systolic (FSV) and diastolic
volume (FDV) of the left ventricle. Only animals with EF < 40% were included in the studly.

Results: The comparison of the FDV and FSV between infarcted and control animals showed that there was a significant increase in infarcted adult
animals at the two analyzed phases. Among young animals only the FSV was significantly higher on the 7th day. The intragroup evolution analysis
showed an increase in FDV and FSV in the two young subgroups, which was proportional to growth and only increase in FDV in the infarcted adult
group. There was an improvement in EF in young rats, whereas EF remained decreased in adult rats when compared to controls.

Conclusion: The infarcted young rats presented improvement in the systolic function and ventricular volumes 30 days after the infarction,
whereas the adult rats presented increased FDV with no improvement in systolic function. (Arq Bras Cardiol 2008; 91(5) : 295-300)
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Introducao

A evolugao clinica de pacientes adultos e pediétricos com
disfungao ventricular por doenga isquémica do miocardio
mostra-se distinta, assim como suas etiologias'?. Em adultos
com infarto do miocardio (IM) submetidos a reperfusao arterial
coronariana, apenas uma pequena parcela dos pacientes
apresenta recuperagao plena da fungdo cardiaca; no entanto,
em criangas com disfungao ventricular importante secundaria a
doencas isquémicas, observa-se melhor evolugao'>. A proliferacao
de novos cardiomidcitos pode ser um dos mecanismos de
compensagao, que precisa ser mais bem entendida.

Na fase gestacional e por um curto tempo apés o
nascimento, o crescimento dos cardiomidcitos se faz por
hiperplasia e, posteriormente, por hipertrofia*®, o que pode
contribuir para melhor recuperagdao em jovens. Anversa e
cols. sugerem que os cardiomidcitos sao constantemente
renovados, mesmo em adultos, porém isso nao é suficiente
para total recuperacao da fungao®.

Com a hipétese de que o coragdo de animais jovens
submetidos ao infarto do miocérdio, com disfuncao importante
do ventriculo esquerdo, apresenta melhor recuperagdo da
funcgao sistélica, este estudo ecocardiogréfico foi elaborado
para comparar a evolugdo funcional do coracdo de ratos
jovens e adultos submetidos a ligadura cirdrgica da artéria
coronaria esquerda.

Métodos

A amostra inicial do estudo foi de 168 ratos machos
da linhagem Wistar (Rattus Novergicus Albinus Rodentia
Mammalia): 98 ratos jovens com 28 dias de vida e 70 ratos
adultos com 153 dias. A amostra final foi de 72 ratos, 35
jovens e 37 adultos.

Os ratos jovens (grupo J) e adultos (grupo A) foram
subdivididos em dois subgrupos: 1) infartados denominados
Jl e Al; e 2) controles denominados JC e AC. O grupo
experimental foi submetido ao infarto do miocardio por meio
da ligadura cirtrgica da artéria coronaria esquerda e o grupo
controle, a cirurgia simulada (CS; sham operation).

Para realizagao das cirurgias e do ecocardiograma, os
animais foram anestesiados com dose basal de quetamina
(Ketalar®) de 50 mg/kg/peso e de xilazina (Xylazina®) de 10
mg/kg/peso por via intramuscular. Para certificagao do efeito
anestésico, foi observada a auséncia de reflexo neuromuscular.
Nos ratos jovens foi usada uma dose menor de quetamina,
correspondendo, em média, a metade da dose do adulto.

Para a realizagao do ato cirtrgico, procedeu-se a intubagao
orotraqueal e a ventilagio mecanica utilizando respirador a
volume modelo Harvard® 683, com 68 ciclos por minuto,
com oxigénio a 21%. O IM foi realizado conforme descrito
por Tarnavski e cols.”. Para a cirurgia simulada, as mesmas
etapas cirdrgicas foram realizadas, com excegao da ligadura
da artéria corondria esquerda.

Os estudos ecocardiogréficos foram realizados no 72 e
no 302 dia de pds-operatério. Na imagem para-esternal
longitudinal foi realizado a planimetria do ventriculo esquerdo
(VE) pelo método de Simpson para obtengao do VDF e do VSF,
e a FE foi calculada pelo software do aparelho®. O VDF foi

obtido no pico da onda R do eletrocardiograma, e o VSF, no
menor diametro do VE, ambos auxiliados pela visualizagao das
valvas mitral e adrtica fechadas. Os volumes foram medidos
em trés ciclos cardiacos consecutivos, e em seguida foi
calculada a média aritmética desses valores. A comprovagao
do infarto do miocardio foi obtida pelas imagens longitudinal
e transversa do ventriculo esquerdo.

A disfungao ventricular esquerda foi caracterizada
pela presenga de fragao de ejegao menor que 40% no
ecocardiograma do 72 dia de pés-operatério. Portanto, ratos
do grupo de infartados que apresentaram fragao de ejegao
maior que 40% foram excluidos da anélise.

Os exames e as medidas foram realizados no aparelho de
ecocardiografia Agilent (modelo Sonos 5500; Andover, MA),
equipado com transdutores S12 MHz e L15 MHz, modelo
21390*, Agilent, Palo Alto, CA. O equipamento possui
capacidade de 120 quadros por segundo (Hertz).

Alguns animais foram randomizados para eutanasia durante
o estudo.

Os ratos receberam cuidados em concordancia com
os “Principios de cuidados com animais de laboratério”,
respeitando-se os “Principios éticos na experimentacao animal
do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal” (Cobea). O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da Pontificia Universidade Catdlica do Parana.

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa
computacional Statistica v.10. Os resultados foram expressos
por médias e desvios-padrao. Para a comparagao dos grupos
estudo e controle foi aplicado o teste t de Student para
amostras independentes, levando-se em consideragao a
homogeneidade das variancias. Nas comparagdes entre os
momentos de avaliagdo, foi usado o teste t de Student para
amostras dependentes. A condigdo de normalidade dos
dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilks e a condigao
de homogeneidade das variancias foi avaliada pelo teste de
Lévene. O nivel de significancia adotado foi de 0,05, corrigido
por Bonferroni. Sendo assim, valores de p < 0,025 indicaram
diferengas estatisticamente significativas.

Resultados

A mortalidade do estudo foi de 34,5%. Nos subgrupos
infartados foram excluidos 18 (33,9%) ratos jovens e oito
(17,3%) ratos adultos que apresentaram FE maior que 40%

no 72 dia de pés-operatério e 12 ratos com problemas de
identificagao. Setenta e dois ratos compuseram a amostra final
do estudo, 35 jovens e 37 adultos.

O peso médio dos animais jovens no inicio do estudo foi
de 186,4 + 35,5 g, sem diferenca entre os subgrupos (I e JC).
Houve uma diferenga significativa do peso no ecocardiograma
de 30 dias, p < 0,01, com valores de 265,3 + 8,7 g para J1
e312,3 £ 17,4 g para JC.

No grupo adulto ndo houve diferenca nos pesos entre
os subgrupos nas duas fases analisadas, assim como na
comparagao evolutiva dos subgrupos. O peso médio dos
animais no sétimo dia foi de 343,4 + 24,4 g e no trigésimo
dia 364,2 = 22,4 g.
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A freqiiéncia cardiaca (FC) dos animais jovens foi de 270
+ 66 bpm aos sete dias e 203 = 36 bpm aos 30 dias, e
no grupo adulto 204 = 27 e 191 £ 27 bpm, aos sete e 30
dias, respectivamente. Nao houve diferenga estatistica nas
comparagbes entre infartados e controles do mesmo grupo
nos dois periodos estudados, e nem evolutivamente nos
mesmos subgrupos.

A média do VDF dos ratos jovens no subgrupo infartado
foi similar ao subgrupo controle, nos dois periodos analisados.
O VSF foi significativamente maior no subgrupo infartado,
em comparagao com o subgrupo controle com sete dias de
pos-operatério (p < 0,01), conseqiientemente, a fragdo de
ejegao mostrou-se significativamente diminuida nesse periodo

(tab. 1).

Na analise evolutiva dos animais jovens, realizada com
a amostra pareada, observou-se aumento significativo no
VDF e no VSF entre o 72 e 302 dia de pés-operatério,
relacionado com o crescimento dos animais. A fragao de
ejecao do subgrupo infartado aumentou significativamente (p
< 0,01), enquanto no subgrupo controle houve diminuigao
significativa, p < 0,01 (tab. 2).

Na comparagao entre os subgrupos infartado e controle
nos ratos adultos, o VDF com 30 dias e o VSF com sete e 30
dias foram significativamente maiores no subgrupo infartado,
p < 0,05, p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente. A fracao
de ejecao mostrou-se significativamente diminuida nas duas
fases analisadas, p < 0,001 e p < 0,001 (tab. 3).

Na andlise evolutiva dos ratos adultos, apenas o VDF do
subgrupo infartado aumentou significativamente (p < 0,01)
(tab. 4).

Comparando-se os dois subgrupos infartados, o VDF aos
sete dias (J1 0,371 = 0,179 ml e Al 0,802 = 0,112 ml) e aos
30 dias (JI 0,557 = 0,148 ml e Al 0,919 = 0,196 ml), foi
significativamente diferente, com p < 0,001 nos periodos
analisados. A mesma diferenca estatistica foi observada na
comparagao do VSF aos sete dias (J1 0,270 = 0,143 ml e Al
0,588 = 0,113 ml) e aos 30 dias (JI 0,347 = 0,160 ml e Al
0,668 = 0,225 ml).

Na comparagao da fragdo de ejegdo, observou-se que
nao houve diferenga significativa entre os dois subgrupos
infartados no 72 dia de pés-operatério. No 302 dia, houve
uma melhora acentuada no subgrupo jovem, enquanto no
adulto ela permaneceu inalterada (p = 0,013). O subgrupo
jovem infartado alcangou o valor limite de normalidade para
este estudo de fragao de ejecao, com trinta dias de pos-
operatério (fig. 1).

Discussao

Neste estudo, observou-se que o coracao do rato jovem
infartado mostrou recuperagao significativa da fungao cardiaca
sistélica quando comparado com o coragao de rato adulto.

Os ratos de 28 dias de vida, considerados jovens,
alcangaram no final do estudo desenvolvimento ponderal e
cardiaco similar aos ratos adultos que iniciaram a pesquisa
com 153 dias de vida.

Durante o estudo ecocardiografico, a freqtiéncia cardiaca
dos animais foi monitorada com tragado eletrocardiogréfico.
No 72 dia de pés-operatério, o nimero de batimentos foi
significativamente maior no grupo de ratos jovens; porém,

Distribui¢do e comparagao das variaveis ecocardiograficas no grupo de ratos jovens

n Infartados n controles p*

7 dias 22 0,371+0,179 13 0,404 + 0,060 0,441
VDF* (ml)

30 dias 14 0,557 +£0,148 9 0,626 + 0,146 0,286

7 dias 22 0,270 £ 0,143 13 0,169 + 0,041 0,004
VSF* (ml)

30 dias 14 0,347 £ 0,160 9 0,325 0,072 0,665

7 dias 22 2719+76 13 58,6 £ 6,7 <0,001
FE* (%)

30 dias 14 40,6 £ 13,2 9 47,7+£42 0,079

VDF - volume diastdlico final em mililitros; VSF - volume sistélico final em mililitros; FE - fragdo de ejecdo percentual; (*) Teste t de Student para amostras independentes

(p < 0,025, corregéo de Bonferroni)

Comparagao dos valores ecocardiograficos evolutivos com amostras pareadas, de sete e de 30 dias, no grupo de ratos jovens

n 30 p*

infartados 14 0,290 + 0,152 0,557 + 0,148 <0,001
VDF (ml)

controles 9 0,418 + 0,059 0,626 0,146 0,006

infartados 14 0,210 £ 0,122 0,347 £ 0,160 <0,001
VSF (ml)

controles 9 0,169 + 0,048 0,325+ 0,071 0,001

infartados 14 28,1+88 40,6 + 13,2 0,001
FE (%)

controles 9 60,3+ 6,7 477142 0,001

DF - volume diastdlico final; VSF - volume sistélico final; FE - fragdo de ejecdo; (*) Teste t de Student para amostras dependentes (p < 0,025, corregéo de Bonferroni).
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Distribuigdo e comparagéo das variaveis ecocardiograficas no grupo de ratos adultos

n Infartados n Controles P
X 7 dias 24 0,802 +0,112 13 0,724 + 0,169 0,103
VoFHm) 30 dias 15 0,919 + 0,196 10 0,712 +0,173 0,013
VSE* () 7 dias 24 0,588 +0,113 13 0,407 +0,131 <0,001
30 dias 15 0,668 + 0,225 10 0,401 +0,111 0,001
FE* (%) 7 dias 24 26,9+6,6 13 44674 <0,001
30 dias 15 29,0+10,4 10 458+41 <0,001

VDF - volume diiastélico final; VSF - volume sistdlico final; FE - fragéo de ejecdo., (*) Teste t de Student para amostras independentes (p<0,025, corregédo de Bonferroni)

Comparagao dos valores ecocardiograficos evolutivos com amostras pareadas, de sete e de 30 dias, no grupo de ratos adultos

n 7 30 p
VDF infartados 15 0,796 + 0,107 0,919 + 0,196 0,009
controles 10 0,667 +0,133 0,695+ 0,168 0,410
infartados 15 0,587 0,117 0,668 + 0,225 0,114
veF controles 10 0,367 +0,110 0,389 + 0,106 0,305
infartados 15 265+75 289+103 0,369
e controles 10 45779 46,1+37 0,826

VDF - volume diastdlico final em mililitros; VSF - volume sistélico final em mililitros; FE - fragdo de eje¢do percentual; (*) Teste t de Student para amostras dependentes

(p<0,025, corregdo de Bonferroni)
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Fig. 1 - Evolugdo da fragdo de ejecdo durante o estudo nos dois subgrupos infartados.

no 302 dia, os nimeros foram semelhantes.

Como os animais foram anestesiados, a freqiiéncia
cardiaca ndo era a real, visto que a associagdo de xilazina
e quetamina produz bradicardia®'®. Entretanto, os valores
médios obtidos nos ratos adultos foram semelhantes aos de
outros estudos que utilizaram os mesmos anestésicos’. A dose
menor aplicada nos ratos jovens pode ser a causa da maior
freqliéncia nesses animais com sete dias de pés-operatério;

porém, esse procedimento foi fundamental para a realizagao
do estudo, visto que muitos dos ratos jovens morreram no
inicio do experimento, quando se tentou a utilizacao da dose
total sugerida.

A mortalidade geral do estudo assemelha-se a de
outros autores. No entanto, a mortalidade do grupo jovem
isoladamente foi mais alta (49,3%)"". Além disso, a inducgao
de infarto significativo foi mais dificil nos ratos jovens, por isso

Arq Bras Cardiol 2008; 91(5) : 321-326
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a exclusdo do estudo por fragao de ejegao superior a 40% foi
maior nesse grupo.

Como a extensao do infarto ndo pode ser controlada, o
método para andlise ecocardiogréfica da fragao de ejecao
neste estudo foi o de Simpson, porque permite que a area
deformada do ventriculo esquerdo seja incluida no calculo
dos volumes sistélico e diastélico®'* 2.

O volume diastélico final do ventriculo esquerdo do rato
adulto mostrou-se aumentado quando comparado com os seus
pares nao-infartados. Essa alteracao ocorre em conseqiéncia da
perda de elementos contréteis e da arquitetura normal da parede
ventricular, com diminui¢do da capacidade contratil da regido
afetada e conseqiientemente, prejuizo da fungao sistdlica' 4.

A dilatacao ventricular é um dos mecanismos de
compensagao para a manutengao do débito cardiaco, e esta
relacionada ao remodelamento ventricular'*'®. O aumento
do diametro ventricular produz maior estresse da parede
ventricular e desencadeia mecanismos de compensagao como
hipertrofia e hiperplasia®'®'".

Nos ratos jovens, o VDF foi semelhante entre infartados e
controles. Essa evolugao difere do grupo de ratos adultos em que
os valores dos infartados foram significativamente superiores aos
controles com trinta dias de evolugao. Esse fato provavelmente
se deve aos mecanismos de compensacdo como hiperplasia
e hipertrofia e a menor expansao do infarto, que sao mais
evidentes nos animais jovens e que podem ter interferido na
menor dilatacdo da cavidade ventricular''819,

A nao-dilatacdo da cavidade ventricular no 72 dia pode ser
em decorréncia da hipertrofia e do aumento da capacidade de
contracao das areas nao infartadas. No estudo de Litwin e cols.™,
foi observado que dois ratos infartados apresentaram volumes
menores que seus controles entre 11 observados, porém sem
relato da causa desse achado. Esse mesmo fato sucedeu entre
0s ratos jovens, mas sem diferenca estatistica.

O volume sistélico final no grupo jovem infartado foi
significativamente maior que o do grupo controle no 72 dia
de pés-operatério e ndo apresentou diferenca estatistica no
302 dia. O bloqueio da dilatagao sist6lica também pode ser
devido aos mecanismos de hiperplasia, hipertrofia e menor
expansao do infarto nesta faixa etaria®.

Os valores da fragao de ejegao estabelecidos para
este estudo sao menores do que os utilizados por outros
autores'?!, pois o0 objetivo era que os animais nao tivessem
apenas o infarto do miocardio, mas também uma disfungao
ventricular. O valor de 40% como ponto de corte para a
FE mostrou-se adequado, pois os ratos com FE menor que
40% aos sete dias de pés-operatério apresentavam infarto
importante. Por sua vez, nenhum rato controle apresentou
FE menor que 40%.

A fragdo de ejecao dos ratos adultos infartados apresentou-
se significativamente mais baixa nos dois periodos analisados.
No grupo jovem, no entanto, houve aumento na evolugao,
aproximando-se dos valores dos controles jovens. A capacidade
diferenciada de proliferagdo e de hipertrofia celular em
coragdes de ratos jovens pode ser um dos mecanismos de
recuperagao da contratilidade desses animais®.

A regeneragao do musculo cardiaco continua controversa,

Arq Bras Cardiol 2008; 91(5) : 321-326

mesmo com evidéncias da formacao de novos cardiomidcitos
no coragao adulto. Assim, a persisténcia da fragao de ejecao
baixa nos ratos adultos infartados, provavelmente ocorreu
pela inadequada hipertrofia compensatéria das areas nao-
infartadas e pela menor reposicao de cardiomiécitos'®22.

A piora da funcdo cardiaca também pode ser decorrente
da depressao da contratilidade miocardica em regies
distantes do infarto'?324. Sugere-se que nos ratos adultos
com hipertrofia miocardica ocorra uma desproporgao
entre o desenvolvimento de novos capilares e a hipertrofia
miocdrdica. Essa alteragao anatdémica pode estar relacionada
a depressao da fungao contrétil dos cardiomidcitos pela maior
distancia para a difusdao do oxigénio®.

Na anatomia patolégica em modelo experimental de
infarto do miocardio, foi verificado que o rato jovem apresenta
maior capacidade de replicagdo das células cardiacas quando
comparado ao rato adulto. Gould e cols.?” observaram que
os animais com idade de dois meses apresentaram melhor
recuperagao do que os animais com 10 e 12 meses.

Os cardiomidcitos sdao constantemente renovados
para repor as perdas por morte e apoptose. Estudos tém
demonstrado que o coragao de adulto contém pequena
populacao de cardiomiécitos com capacidade de proliferagao,
mas nao suficiente para repor o nimero de cardiomidcitos
perdidos no infarto. A menor reposicao nos animais velhos
poderia explicar a maior propensao a insuficiéncia cardfaca
em situagoes adversas?®?.

Nos ratos jovens ha maior atividade de sintese de proteinas
necessdrias para a progressao do ciclo celular e replicagao dos
cardiomidcitos e o infarto do miocardio pode ser o estimulo
para o cardiomidcito re-entrar no ciclo celular®?.

Limitacoes do estudo

O ecocardiograma foi o método escolhido por ser um
exame nao-invasivo de avaliacao de parametros cardiacos, o
que permite que o coragao seja analisado seriadamente. Nos
ratos, no entanto, esse procedimento tem limitagoes, ja que
necessita de anestesia para sua realizagdo, com risco para o
animal. Além disso, a visualizacdo de todos os cortes nem
sempre é possivel.

No grupo de ratos jovens controle observou-se diminuicao
da fracdo de ejecao na evolucao. Sabe-se que a utilizagao
da quetamina associada a xilazina, além de interferir na
frequiéncia cardfaca, diminui sensivelmente os parametros
da contratilidade cardiaca®. A utilizacao de uma dose menor
da droga nesse grupo com sete dias de evolugdo pode ter
ocasionado essa diferenca. Entretanto, essas diferencas
encontradas nao modificam o resultado final do estudo, pois
0 subgrupo jovem infartado recebeu o mesmo tratamento
durante os procedimentos, e com trinta dias todos foram
anestesiados como os ratos adultos.

Em conclusdo, os processos adaptativos do infarto do
miocérdio ainda precisam ser mais bem compreendidos.
Este estudo mostra que o infarto do miocérdio no rato jovem
apresenta uma melhor recuperagao da fungdo cardiaca do
que no rato adulto. Novos estudos, no entanto, precisam ser
realizados, com o intuito de verificar se a melhora funcional
dos ratos jovens é acompanhada de recuperagao celular.
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